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I. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Adi ve Ozetleri

Nohutlarda solgunluga neden olan Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in Tiirkiye’deki mevcut
patotiplerinin Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD) yontemi ile saptanmas.

Determination of Pathotypes of Fusarium oxysporum f.sp. ciceris Causing Wilt Syndromes in
Chickpea in Turkey by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analysis.

Ozet

Ulkemizdeki nohut iiretimi farkl1 biotik ve abiotik streslerden dolayi istenilen diizeyde olmamaktadir.
Biotik hastalik etmenleri arasinda ise Fusarium oxysporum f. sp. ciceris’ in sebep oldugu Fusarium
solgunlugu 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu sebeple Tiirkiye’nin 15 farkli ilinde (Ankara, Eskisehir,
Kirsehir, Konya, Kayseri, Burdur, Denizli, Kiitahya, Usak, Antalya, K. Maras, Adiyaman, Diyarbakir,
Amasya ve Tokat) 2001-2002 yillarinda yapilan survey sonucunda, nohutlarda solgunluk ve kok
curiikliigiine sebep oldugu tespit edilen fungus izolatlar1 patojenisite testi ve Random amplified
polymorphic DNA (RAPD) yontemi kullanilarak karakterize edilmistir. Yapilan survey sonucunda 104
fungus izolatt Fusarium oxysporum olarak teshis edilmistir. Hassas nohut gesitleri kullanilarak bu
izolatlarin virulenslikleri belirlenmis ve 17 izolat yiiksek virulant (YV), 75 izolat orta derecede virulant
(OV) ve 12 izolat diisiik virulant (DV) veya non patojen olarak degerlendirilmistir. Bu izolatlardan
cografik bolge ve patojenisiteleri dikkate alinarak segilen 67 izolat ve referans olarak kullanilan 7
izolat olmak tiizere toplam 74 Fusarium oxysporum arasindaki intraspesifik polimorfizimler 30 RAPD
primeri kullanilarak incelenmistir. PCR iiriinleri % 1.4’ liik agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmis
ve ethidium bromide ile boyanarak florosan 151k altinda gézlemlenmistir. Elde edilen verilerin Dice’ in
benzerlik katsayisi kullanilarak yapilan UPGMA (Unweighed Pairgroup Method with Arithmetic
Average) cluster analizi sonucunda 74 F. oxysporum izolati arasinda genel olarak 3 ana grubun
bulundugu tespit edilmistir. Grup 1 Amasya ili hari¢ diger 12 ilden elde edilen 41 izolattan olusur iken
grup 2 18 izolattan, grup 3 ise 15 izolattan olusmustur. Molekiiler yontemler kullanilarak yapilan
analizler sonucunda morfolojik kriterler kullanilarak ayirt edilemeyen izolatlar dendrogramdaki
dagilimlarina gore yeniden siiflandirilmiglardir.

Abstract

Chickpea production is not at the desired level because of biotic and abiotic factors in Turkey. Fusarium
wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. ciceris is an important biotic disease agent. In this study,
fifteen provinces (Ankara, Eskisehir, Kirsehir, Konya, Kayseri, Burdur, Denizli, Kiitahya, Usak,
Antalya, K. Maras, Adiyaman, Diyarbakir, Amasya ve Tokat) of Turkey were surveyed for fungal
pathogens, causing wilt and root rot on chickpea in 2001 and 2002. The fungal isolates were
characterized with pathogenicity test and Random amplified polymorphic DNA (RAPD) assay. As a
result of the survey, 104 fungi isolates were identified as Fusarium oxysporum. The virulence spectrum
of a total 104 isolates was determined on susceptible chickpea cultivars. Seventeen isolates were found
as high virulent (HV), 75 isolates were moderately virulent (MV) and 12 isolates were low (LV) in
virulence. Intra specific polymorphisms among a total of 74 Fusarium oxysporum isolates; 7 reference
isolates and 67 isolates selected according to virulence and geographical origin were investigated using
30 RAPD primers. The PCR products were separated by electrophoresis on 1.4 % agarose gel and were
visualized by fluorescence following ethidium bromide staining. UPGMA (Unweighed Pairgroup
Method with Arithmetic Average) cluster analysis of the data from DNA amplification of RAPD using
Dice’s coefficient showed 3 major groups among 74 isolates of F. oxysporum. Group 1 consisted of 41
isolates from 12 provinces except for Amasya provinces while Group 2 and 3 consisted of 18 and 15
isolates, respectively. The isolates that were not easily separable using morphological characteristics
were classified again according to their branching in dendrogram.




IL. Amac ve Kapsam

Ulkemizde ekim alani ve iiretim miktar1 olarak baklagiller arasinda birinci sirada yer almakta
olan nohutun veriminin istenilen diizeyde olmamasmin baslica nedenlerinden birisi hastaliklardan
dolay1r meydana gelen iirlin kayiplaridir. Bu hastaliklardan Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’in neden
oldugu solgunluk hemen hemen tiim nohut ekim alanlarinda yaygin olarak goriilmekte ve onemli
zararlara neden olmaktadir. Hastalik etmeninin 1k 0, 2 ve 3’ ii klasik ydntemler kullanilarak I¢
Anadolu Boélgesindeki nohut ekim alanlarinda tespit edilmesine (Dolar, 1997) karsin Tiirkiye’deki tiim
nohut alanlarindaki durumu bilinmemektedir. Molekiiler yontemler kullanilarak fungal hastalik
etmenlerinin patotiplerinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar ise iilkemizde yeni yeni yapilmaya
baglanmistir. Bu calisma da Tiirkiye’de yogun olarak nohut ekimi yapilan alanlardaki Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris ’in patotiplerinin klasik yontemlere kiyasla daha hizli olan molekiiler
tekniklerden RAPD teknigi ile belirlenmesi amaglanmustir.

III.  Materyal ve Yontem
Hastalikh Bitki Materyalinin Temini

Caligsmalarda materyal olarak 2001-2002 yillarinda Tiirkiye’ de nohut ekiminin yogun oldugu farkli
illerden toplanan ve hastalik belirtisi gosteren nohut bitkilerinden elde edilen fungus izolatlar
kullanilmistir. Nohutun farkli vejetasyon donemlerinde Ankara, Eskisehir, Kirsehir, Konya, Kayseri,
Burdur, Denizli, Kiitahya, Usak, Antalya, K. Maras, Adiyaman, Diyarbakir, Amasya ve Tokat olmak
tizere 15 ilde surveyler yapilmistir. Bu surveyler esnasinda her ilde en az 10 km aralikla farkli
tarlalardan 5-10 adet bitki 6rnegi alinmistir. Gezilen tarlalarda sararmis, solgun, 6l goriilen bitkiler
toplanmis ve izolasyon amaciyla kese kagitlarina konularak laboratuara getirilmistir.

Funguslarin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Nohutlarda hastaliga sebep olan fungal patojenlerin tespiti i¢in farkli illerden toplanan hastalikli nohut
bitkilerinin kdk ve kok bogazindan 0.2-0.5 cm boyunda bitki pargalari kesilerek izolasyon yapilmistir.
Kesilen bu bitki parcalar1 yiizeysel dezenfeksiyon amaciyla % 1’ lik sodyumhipoklorit’ de (NaOCl) 2
dakika tutulmus ve bunu takiben 3 seri steril saf sudan gecirilmistir. Daha sonra steril filtre kagitlar
arasinda kurutularak PDA (Potato Dextose Agar, Merck) ortami igeren petri kaplarina 5° er adet olacak
sekilde konulmustur. Bu petri kaplar1 23+1 °C” de 12 saat aydinlik (yakin ultraviole 1s1k) 12 saat
karanlik periyot iceren inkiibasyon odasinda 7 giin siireyle gelistirilmistir. Daha sonra gelisen
funguslarin her biri tek spor izolasyonu yapilarak saflagtirilmistir. Elde edilen fungus izolatlari
Microbank tiiplere (Pro-Lab, Diagnostics, Canada) almarak -80 °C’ de, ve kum kiiltiirlere alinarak oda
sicakliginda saklanmigtir.

Funguslarin Teshisi

Teshisi yapilacak Fusarium spp. izolatlar1 PSA (Patates Sakkaroz Agar: 500 ml Patates ekstrakti 20 gr
Sakkaroz, 20 gr Agar, 500 ml su ) ve SNA (Sentetik Nutrient Agar: 1 gr KH,POy4, 1 gr KNO3, 0.5 gr
MgS0,4.7 H,O, 0.5 gr KCI, 0.2 gr Sakkaroz, 20 gr Agar, 1000 ml su) ortamina asilanmistir. SNA
ortaminda 1 cm? lik steril filtre kagitlar1 agilama yerinin her iki tarafina konularak sporulasyonun tesvik
edilmesi saglanmistir. Izolatlar 23+1 °C’ de 12 saat aydinlik (yakin ultraviole 1s1k) 12 saat karanlik
periyot igeren inkiibasyon odasinda 7-15 giin siireyle gelistirilmistir. Daha sonra Booth (1971),
Anonymous (1996) teshis anahtarlarina gére Fusarium tirlerinin teshisi yapilmistir.




Elde Edilen Kok Patojenlerinin Patojenisite Testleri

Patojenisite testleri hassas nohut g¢esitleri (JG-62, ILC 482) kullanilarak Nene and Haware (1980)’ nin
toprak inokulasyonu metodu ile yapilmistir. inokulum icin 45 gr elenmis kum, 5 gr nohut unu karigimi
iceren 200 ml siseler steril edildikten sonra PDA’ da gelistirilen 10 giinliik fungus kiiltiirlerinden alinan
0.7 cm ¢apindaki 5 adet disk ile inokule edilmislerdir. Bu sekilde hazirlanan siseler 12 saat aydinlik
(1s1k siddeti 297 pmolesec'm™) periyot ve 25+1 ° C sicaklik iceren kontrollii kosullara sahip iklim
odasina yerlestirilmistir. Siselerde 14 giin siire ile gelistirilen fungus kiiltiirleri, 600 gr steril harg toprak
(bahge topragi: yikanmis dere kumu: yanmis ciftlik giibresi, 1: 1: 1, v/v/v) igeren 13 cm capindaki
toprak saksilarin her birine 50 gr olacak sekilde karistirmis ve hafif¢e sulandiktan sonra saksilar
yukarida belirtilen kosullara sahip iklim odasina yerlestirilmislerdir. inokulumun topragi sarmasi i¢in
5-6 giin beklenmis ve % 1’ lik sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda 3 dakika siire ile tutularak
yiizeysel dezenfeksiyon yapilan tohumlar her saksiya 5 adet olacak sekilde ekilmistir. Kontrol
saksilarina ise inokulumsuz 50 gr nohut unu - kum karisimi ilave edilmis ve ayni sekilde 5 adet tohum
ekilmistir. Denemeler 3 tekerriir halinde yiirtitiilmiistiir

Hastalik Reaksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Hastalik degerlendirmesi inokulasyondan 3 hafta sonra baslanarak 6 hafta siireyle yapilmistir.
Degerlendirme de akropetal sararma ve nekrozun esas alindigi 0-4 skalas1 kullanilmistir (Trapera-
Casas and Jimenez-Diaz 1985).
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Hassas nohut ¢esidinde 3.1-4.0 skala degerine neden olan izolatlar yiiksek virulant (YV), 1.1.-3.0 skala
degerine neden olan izolatlar orta derecede virulant (OV) ve 0-1 degerine neden olan izolatlar ise
diistik virulant (DV) veya non patojen olarak degerlendirilmistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin fungus izolatlar1 100 ml PDB (Potato Dextrose Broth, Difco) ortami1 igeren 250
ml’ lik erlenmayerlerde inkiibatorlii orbital shaker (150 rpm) iizerinde (25+1 °C) 7 giin siireyle
gelistirilmistir. PDB ortaminda gelistirilen funguslar miracloth bezi kullanilarak siiziilmiis ve sivi
nitrojen igeren porselen havanlarda iyice ezilerek 1.5 ml’ lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Sonra her
tiipe 500 pl ekstraksiyon buffer: (200 mM Tris-HCI pH:8.5, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, % 0.5 SDS)
konularak siispanse oluncaya kadar karistirilmistir. Daha sonra elde edilen ekstrakt niikleik asitleri
parcalamak amaciyla 65 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon periyodundan sonra
eppendorf tiiplere esit hacimde fenol:kloroform (AppliChem, 25:24 v/v) eklenerek 13.000 g’ de 1 saat
santrifiigasyona (Sigma 3K30) birakilmustir. Ustte toplanan sivinin 400 ul’ si yeni eppendorf tiiplere
aktarilarak tizerine 25 pl RNase A (AppliChem, 10 mg/ml) ilave edilmistir. 37 °C’ de yarim saat
inkiibasyondan sonra 250 pl kloroform:isoamilalkol (AppliChem, 24:1 v/v) eklenerek 15 dakika
santrifiij edilmistir. Ustte toplanan sivi yeniden temiz eppendorf tiiplere almarak iizerine esit hacim
isopropanol eklenmistir. 1 saat veya tiim gece -20°C’ de inkiibasyondan sonra 5 dakika santrifiij
uygulanarak tiiptin dip kisminda toplanan DNA pelleti 100 pl % 70’ lik ethanol ile yikanarak ortam




kosullarinda kurutulmustur (Reader and Broda 1985). Daha sonra elde edilen DNA pelleti 25-50 ul
steril bi-destile (d,H,O) su ile siispanse edilerek -20 °C> de saklanmustir.

Konsantrasyon tayininde elde edilen genomik DNA (2 ul DNA o6rnegi, 2 ul yiikleme bufferi, 6 ul
d>H,0) % 0.8 lik agaroz jelde 100 V’ da 1 saat elektroforez yapilarak farkli konsantrasyonlarda
seyreltilen A DNA (MBI, Fermantas) ile karsilastirilmistir. Daha sonra 6rnek DNA” lar steril bi-destile
d>H,0 ile 25-50 ng / ul olacak sekilde seyreltilmistir.

Fungus izolatlarinin Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Yontemi ile Analizi

Nohutlarda hastaliga sebep olan F. oxysporum izolatlar1 arasindaki farkliligi arastirmak ic¢in yapilan
RAPD analizinde OPK ve OPA primer (Operon Technologies, Alameda, CA, USA) setlerinden 30
farkli oligoniikleotid primer kullanilmistir (Cizelge 1). PCR amplifikasyonlar i¢in farkli dNTPs, Tag
polimeraz ve MgCl, konsantrasyonlar1 denenerek uygun konsantrasyonlar belirlenmistir.

Bu calismada izolatlarinin RAPD analizi modifiye edilerek Williams et al. (1990) yontemine gore
yapilmigtir. PCR reaksiyonlari; 0.125 mM dNTPs, 0.32 uM primer, 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI
pH 8.8, 50 mM KClI, 0.8 % Nonident P40, 0.6 U Tag DNA polimeraz (MBI, Fermantas) i¢eren 25 ul’
lik hacimlerde gerceklestirilmistir. DNA amplifikasyonu ise 94 °C” de 20 saniye, 36 °C’ de 1 dakika,
72 °C’ de 1 dakika 40 déngii ve en son dongiiden sonra 72 °C’ de 8 dakika olacak sekilde
programlanan thermocyclerda (Techne Progene) gergeklestirilmistir.

Cizelge 1. RAPD analizinde kullanilan primerler

Primer Kodu Primer sekansi 5°—3’ Primer Kodu Primer sekansi1 5°—3’
OPA-1 CAGGCCCTTC OPK-2 GTCTCCGCAA
OPA-2 TGCCGAGCTG OPK-3 CCAGCTTAGG
OPA-3 AGTCAGCCAC OPK-4 CCGCCCAAAC
OPA-4 AATCGGGCTG OPK-5 TCTGTCGAGG
OPA-5 AGGGGTCTTG OPK-7 AGCGAGCAAG
OPA-6 GGTCCCTGAC OPK-8 GAACACTGGG
OPA-7 GAAACGGGTG OPK-9 CCCTACCGAC
OPA-8 GTGACGTAGG OPK-10 GTGCAACGTG
OPA-9 GGGTAACGCC OPK-11 AATGCCCCAG
OPA-12 TCGGCGATAG OPK-12 TGGCCCTCAC
OPA-16 AGCCAGCGAA OPK-14 CCCGCTACAC
OPA-17 GACCGCTTGT OPK-15 CTCCTGCCAA
OPA-18 AGGTGACCGT OPK-16 GAGCGTCGAA
OPA-19 CAAACGTCGG OPK-17 CCCAGCTGTG

OPK-19 CACAGGCGGA

OPK-20 GTGTCGCGAG




Agaroz Jel Elektroforezi

PCR firiinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla, amplifiye edilen DNA f{irlinleri % 1.4° liik agaroz
jelde elektroforetik olarak ayrilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez tankinda buffer
olarak I1XTAE (40 mM Tris-acetate I1mM EDTA) buffer1 kullanilmistir (Sambrook et al. 1989).
Elektroforez islemi 100 V’ da 2 saat siireyle gerceklestirilmistir. Islem bittikten sonra agaroz jel
ethidium bromide (1 mg/ml) ile boyanarak UV 1s1k altinda incelenmis ve bio-imaj bilgisayar sistemi
(Syngene) kullanilarak kaydedilmistir.

Verilerin Skorlanmasi ve Analizi

Tiim PCR analizleri farkli zamanlarda en az iki kez tekrarlamis ve tekrarlanabilen bantlar
degerlendirmeye alinmistir. Daha sonra tiim izolatlar i¢in primerler tarafindan olusturulan bantlar bir
araya getirilmis ve NTSYS ver. 2.02 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis, Rohlf, 1998)
software programina aktarilmistir. Her primer tarafindan olusturulan belirli molekiiler agirligi sahip
bantlar 0 (yok) ve 1 (var) olarak kodlanmis ve rectangular matriks verisi kullanilarak
degerlendirilmistir. Daha sonra SIMQUAL (Similarity for qualitative data) programi kullanilarak Dice’
m metoduna (Sij=2a/(2a+b+c)) gore benzerlik matriksi olusturulmustur. Elde edilen benzerlik katsayisi
ve UPGMA (Unweighed Pairgroup Method with Aritmetic Average) yardimiyla dendrogram
olusturularak izolatlar arasindaki genetik akrabalik degerlendirilmistir (Sneath and Sokal 1973).
Yapilan cluster analizinin gegerliligi, benzerlik ve kofenetik matriks degerleri karsilastirilarak test
edilmistir. Iki matriks arasindaki iliskinin derecesi Mantel testi kullanilarak belirlenmistir.

IV. Analiz ve Bulgular

Nohutlarda kok ¢iiriikliigli ve solgunluga sebep olan Fusarium oxysporum izolatlar1 arasindaki genetik
farklilig1 tespit etmek amaciyla yapilan bu calismada Tiirkiye’deki toplam nohut ekim alaninin
yaklagik % 70’ ni temsil eden 15 farkli ilde survey yapilmistir. Bu survey sonucunda 104 adet
Fusarium oxysporum izolat1 tek spor izolasyonu yapilarak saflastirllmistir. Hastalik etmenlerinin
survey yapilan illere gore dagilimi Cizelge 2’ de verilmistir.

Tirkiye’deki 6nemli nohut ekim alanlarindan elde edilen ve klasik yontemlerle teshisi yapilan 104 F.
oxysporum izolatinin patojenisite testi Nene and Haware (1980)’ nin toprak inokulasyon metodu esas
alinarak hassas nohut cesitleriyle yapilmistir. Patojenisite testleri sonucunda hassas nohut ¢esidinin
3.1 - 4.0 skala degeri almasina neden olan 17 izolat yiiksek virulant (YV), 1.1 - 3.0 skala degerine
neden olan 75 izolat orta derecede virulant (OV) ve 0.0 - 1.0 degerine neden olan 12 izolat diisiik
virulant (DV) veya non patojen olarak degerlendirilmistir. Bu izolatlarin viriilenslikleri ve illere gore
dagilimi Cizelge 3’ de verilmistir.




Cizelge 2. Nohutlarda kok ciirtikliigli ve solgunluga neden olan Fusarium oxysporum izolatlarinin
illere gore dagilima.
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Cizelge 3. F. oxysporum izolatlarinin toplandig iller ve virulenslik dereceleri.

izolat ismi* Alindig il Tiir Virulenslik derecesi
Adi-1 Adivaman-Atatiirk baraji F. oxvsporum YV
Ama-1 Amasva F. oxysporum oV
Ama-2 Amasva F. oxysporum oV
Ank-1 Ankara-Avas F. oxysporum oV
Ank-3 Ankara-Akvurt F. oxvsporum DV
Ank-4 Ankara-Akvurt F. oxvsporum YV
Ank-5 Ankara-Akvurt F. oxvsporum oV
Ank-6 Ankara-Bala F. oxysporum DV
Ank-7 Ankara-Boliim F. oxysporum oV
Ank-8 Ankara-Cubuk F. oxysporum oV
Ank-9 Ankara-Cubuk F. oxysporum YV
Ank-10 Ankara-Giidiil F. oxysporum oV
Ank-11 Ankara-Giidiil F. oxysporum oV
Ank-12 Ankara-Giidiil F. oxysporum oV
Ank-13 Ankara-Haymana F. oxysporum YV
Ank-14 Ankara-Haymana F. oxysporum DV
Ank-15 Ankara-Haymana F. oxysporum oV
Ank-16 Ankara-Haymana F. oxysporum oV
Ank-17 Ankara-Polath F. oxysporum oV
Ank-18 Ankara-Siinlii cikisi F. oxysporum oV
Ank-19 Ankara-Sereflikochisar F. oxysporum oV
Ank-20 Ankara-Sereflikochisar F. oxysporum oV
Ank-21 Ankara-Sereflikochisar F. oxysporum oV
Ank-22 Ankara-Merkez F. oxysporum DV
Ank-32 Ankara- Merkez F. oxysporum oV
Bur-1 Burdur F. oxysporum oV
Bur-2 Burdur F. oxysporum oV
Bur-3 Burdur F. oxysporum oV
Bur-4 Burdur F. oxysporum oV
Bur-5 Burdur F. oxysporum oV




Bur-6 Burdur . oxvsporum ov
Bur-7 Burdur . oxvsporum oV
Dez-1 Denizli-Baklan . oxvsporum YV
Dez-2 Denizli-Cameli F. oxysporum ov
Dez-3 Denizli-Cameli . oxvsporum oV
Dez-4 Denizli-Cameli F. oxysporum ov
Dez-5 Denizli-Kale F. oxysporum ov
Dez-6 Denizli-Kale F. oxysporum ov
Dez-7 Denizli-Kale F. oxysporum ov
Dez-8 Denizli-Kale F. oxysporum ov
Dez-9 Denizli-Kale F. oxysporum ov
Dez-10 Denizli-Tavas F. oxysporum ov
Dez-11 Denizli-Tavas F. oxysporum ov
Dez-12 Denizli-Tavas F. oxysporum ov
Dez-13 Denizli . oxvsporum ov
Dez-14 Denizli . oxvsporum YV
Divar-1 Divarbakir-Cinar F. oxysporum DV
Divar-2 Divarbakir-Cinar F. oxvsporum oV
Divar-3 Divarbakir-Cinar F. oxysporum DV
Divar-4 Divarbakir-Cinar F. oxvsporum oV
Divar-5 Divarbakir-Cinar F. oxysporum oV
Divar-6 Divarbakir-Cinar F. oxysporum oV
Divar-8 Divarbakir-Ergani F. oxysporum oV
Divar-9 Divarbakir-Hazro F. oxysporum YV
Divar-10 Divarbakir-Silvan . oxvsporum oV
Divar-12 Divarbakir-Siverek . oxvsporum oV
Divar-13 Divarbakir-Siverek . oxvsporum DV
Divar-15 Divarbakir-Siverek . oxvsporum ov
Divar-16 Divarbakir- Merkez . oxvsporum ov
Esk-2 Eskisehir-Mihaliccik F. oxvsporum oV
Esk-3 Eskisehir-Mihaliccik F. oxysporum YV
Esk-4 Eskisehir-Mihaliccik F. oxysporum ov
Esk-5 Eskisehir-Merkez F. oxysporum DV
Esk-6 Eskisehir-Sevitgazi F. oxysporum oV
Esk-7 Eskisehir-Sevitgazi F. oxysporum ov
Esk-8 Eskisehir-Sevitgazi F. oxysporum YV
Km-1 K.Maras-Afsin . oxvsporum DV
Km-2 K.Maras-Afsin . oxvsporum ov
Km-3 K.Maras-Afsin . oxvsporum ov
Km-4 K.Maras-Afsin . oxvsporum ov
Km-6 K.Maras-Afsin . oxvsporum ov
Km-7 K.Maras-Afsin . oxvsporum ov




Km-8 K.Maras-Afsin F. oxysporum ov
Km-9 K.Maras-Afsin F. oxysporum oV
Km-10 K.Maras-Cardak F. oxysporum YV
Km-11 K.Maras-Cardak F. oxysporum DV
Km-13 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum oV
Km-14 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum ov
Km-15 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum ov
Km-16 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum YV
Km-17 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum ov
Km-18 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum ov
Km-19 K.Maras-Pazarcik F. oxysporum YV
Kir-1 Kirsehir F. oxvsporum DV
Kir-2 Kirsehir F. oxvsporum ov
Kon-1 Konya F. oxysporum ov
Kon-3 Konya F. oxysporum YV
Kiit-1 Kiitahya-Gediz F. oxysporum ov
Kiit-2 Kiitahya-Gediz F. oxysporum ov
Kiit-3 Kiitahya-Gediz F. oxysporum ov
Kiit 4 Kiitahya-Gediz F. oxysporum ov
Tok-1 Tokat F. oxysporum oV
Tok-2 Tokat F. oxysporum oV
Tok-3 Tokat F. oxysporum oV
Usk-1 Usak-Karahalli F. oxysporum YV
Usk-2 Usak-Sivasli F. oxysporum oV
Usk-3 Usak-Merkez F. oxysporum YV
Usk-4 Usak-Banaz F. oxysporum YV
Usk-5 Usak-Banaz F. oxysporum ov
Usk-6 Usak-Sivasli F. oxysporum ov
C.Lbevaz Diger F. oxysporum oV
c12 Diger F. oxvsporum DV
Oval Diger F. oxvsporum YV
Gergen 1 Diger F. oxvsporum oV

*zolatlar toplandiklari illerin isimleri kisaltilarak kodlanmistir; Adiyaman (Adi), Amasya (Ama),
Ankara (Ank), Antalya (Ant), Burdur (Bur), Denizli (Dez), Diyarbakir (Diyar), Eskisehir (Esk),
Kahraman Maras (Km), Kayseri (Kay), Kirsehir (Kir), Konya (Kon), Kiitahya (Kiit), Tokat (Tok),
Usak (Usk).

Patojenisite testleri sonucunda izolatlarin genelde solgunluk simptomuna sebep olmakla beraber
sararma, kok c¢iiriikliigii ve tohum ¢imlenmesinin engellenmesi gibi simptomlara neden olduklar

goriilmiustir. (Sekil 1).




Sekil 1. Fusarium oxysporum izolatlarinin nohut bitkilerinde sebep oldugu simptomlar.




PCR amplifikasyonunun optimizasyonu i¢in yapilan 6n denemeler

Teshis edilen fungus izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu igin farkli PCR kosullarinda 6n
denemeler yapilmistir. Bu amagla farkli dNTPs, Tag polimeraz ve MgCl, konsantrasyonlarinda (mM)
on denemeler yapilmis ve en uygun olan miktarlar belirlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Fusarium oxysporum izolatlarimin PCR amplifikasyonuna farkli dNTPs (a) ve MgCl,
(b) konsantrasyonlarinin etkisi.

Fungus izolatlarinin ayiriminda kullanilacak primerleri se¢gmek i¢in ise belirli sayida izolat alinarak
tiim primerlerle test edilmistir. Bu primerlerden PCR amplifikasyonlarinda degerlendirilebilir bantlar
veren primerler secilerek diger drneklerin test edilmesinde kullanilmistir. Buna karsin amplifikasyon
iiriinii olusturmayan veya zayif amplifikasyon {iriinii olusturan primerler ise elemine edilmistir.

F. oxysporum izolatlar arasindaki genetik farklihigin RAPD ile analizi

Nohutlarda solgunluk ve sararma simptomlarina sebep olan Fusarium oxysporum izolatlar1 arasindaki
genetik farklilig1 ortaya koymak icin elde edilen 104 izolattan cografik bolge ve virulenslikleri dikkate
alinarak secilen 67 izolat ve referans olarak kullanilan 7 izolat (KA1, KC7, A4, A6, HAYS, KC9;,
KC6,) olmak iizere toplam 74 izolat molekiiler karakterizasyon i¢in kullanilmistir. Bu amagla yapilan
RAPD analizlerinde Operon firmasina ait OPK ve OPA Kkitlerine ait 30 primer kullanilmistir
(Cizelge 1). Bu primerlerden OPA-6 primeri bu izolatlar ile herhangi bir polimorfizim olusturmamaistir.




OPA-16, OPA-17, OPK-2, OPK-3 ve OPK-15 primerleri ise degerlendirilebilir bantlar olusturmadiklar
icin kullanilmamistir. Diger 24 primer ise F. oxysporum izolatlar1 arasinda 0.2 (OPK-7) — 3.2 kb
(OPK-10, OPK-19) arasinda degisen biiyiikliiklerde bantlar olusturmustur.

RAPD analizi sonucunda F. oxysporum izolatlarindan toplam 205 adet (8.54 fragment / primer)
fragment amplifiye edilmistir. Bunlardan 200 tanesinin (8.3 polimorfik marker / primer) F. oxysporum
izolatlar1 arasinda polimorfik, 5 fragmentin ise monomorfik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen DNA
fragmentlerindeki polimorfizim seviyesi ise % 97.5 olarak bulunmustur (polimorfik band sayis1 /
toplam band sayis1 x 100). Kullanilan primerler ile amplifiye edilen fragment sayisi ise 4 (OPK-4,
OPK-9, OPK-10) — 13 (OPA-3, OPK-7, OPK-8, OPK-12) arasinda degismistir. F. oxysporum izolatlar1
arasindaki intraspesifik farkliliklar1 aragtirmak i¢in OPK-12, OPA-9 ve OPA-4 primerlerinin oldukga
faydali oldugu goriilmiistiir (Sekil 3). Bu primerler sirasiyla izolatlar arasinda polimorfik olan 13, 10
ve 8 fragmentin amplifiye olmasini saglamistir.

UPGMA algoritmasi kullanilarak olusturulan dendrogramda ise farkli genotiplerde yer alan tiim olas1
ciftler arasindaki benzerlik katsayisinin 0.2 — 0.98 arasinda degistigi goriilmiistiir. En yiiksek benzerlik
orani Diyar-3 ile Diyar 4 (0.986), Ank-10 ile Ank—11 (0.985) ve Kon-1 ile Diyar-13 (0.987) izolatlar1
arasinda en diisiik benzerlik ise Esk-7 ile Dez-8 (0.216) ve Kiit-4 ile Km-19 (0.218) izolatlar1 arasinda
tespit edilmistir. Dendrogramdan hesaplanan kofenetik matriks degeri ile benzerlik indeksinin
karsilastirilmasi sonucunda elde edilen matriks korelasyonu ise oldukga yiiksek olup r= 0.961 olarak
bulunmustur. Olusturulan bu dendrogram ile F. oxysporum izolatlar1 3 ana gruba ayrilmis ve gerek

gruplar arasinda gerekse grup igerisinde yiiksek bir polimorfizimin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4).

Grup 1 Amasya ili hari¢ diger bolgelerden elde edilen toplam 41 izolattan (% 55.4) olugsmakta olup bu
grup icerisindeki benzerlik indeksinin 0.403 (Km-7 ile Diyar-15) - 0.987 (Kon-1 ile Diyar-13) arasinda
degistigi goriilmiistiir. Diyar-6, Diyar-15 ve Kiit- 4 izolatlar1 ise bu gruba yiiksek oranda benzerlik
gostermekle beraber bu grup igerisinde ikinci bir alt grubu olusturmustur. OPA-4 primeri ile bu grubun
tim {yelerinden yaklasik 1074 bp biiyiikliigiinde bir fragment amplifiye edilerek diger gruplardan

ayrilmasi saglamistir.

Grup 2 Ankara, Amasya, Kiitahya, Denizli, K.Maras ve Diyarbakir illerini temsil eden izolatlardan
olusmaktadir ve bunlar kendi arasinda 4 alt gruba ayrilmigtir. Birinci alt grup 15 izolattan olusmakta
olup bu alt grup icerisindeki benzerlik indeksinin 0.65 (A6 ile Ank-5) - 0.986 (Diyar-3 ile Diyar-4)
arasinda degistigi goriilmiistiir. Kiit-2, Diyar-8 ve Ama-1 izolatlar1 ise bu grup igerisinde kendi
baglarina birer alt grubu olusturmuslardir. Bu grupta OPA-9 primeri 700 bp biiyiikliigiinde bir

polimorfik marker1 amplifiye etmistir.

Grup 3 Ankara, Eskisehir, Tokat, Usak, Burdur, Denizli, K. Maras illerinden elde edilen 15 izolattan
olugmakta olup kendi igerisinde 4 alt gruba ayrilmistir. Bu izolatlardan 10 tanesi birinci grubu
olusturur iken Kc9 izolat1 tek basina ikinci grubu olusturmustur. Esk-4, Dez-8 ve Km-19 izolatlar1 ise
ortalama 0.79 benzerlik indeksi ile ii¢lincii alt grubu olusturmuslardir. Ank-13 izolat1 ise tek basina
dordiincii alt grubu olusturmustur. F. oxysporum igerisinde tespit edilen gruplar icerisinde en fazla
benzerlik gosteren grup 3 de ise OPA-9 primeri 1390 bp, OPA-4 primeri ise yaklagik 1617 bp
bliyiikliiglinde polimorfik markerlar saglamistir RAPD analizi ile F. oxysporum izolatlar1 {ic gruba
ayrilmasina ragmen izolatlarin bolgelere gore dagilimi ve dendrogramdaki gruplanmalar1 arasinda bir
iliski tespit edilememistir.
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Sekil 3 Fusarium oxysporum izolatlarinin OPK-12 (a), OPA-9 (b) ve OPA-4 (c) primerleri ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen RAPD profilleri.
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Sekil 4. Fusarium oxysporum izolatlarindan elde edilen RAPD verisinin UPGMA analizi ile olusturulan

dendrogram.




V. Sonuc ve Oneriler

Fusarium cinsi kiiltiir kosullarina bagli olarak yiiksek derece degisken olan ve morfolojik kriterlere
dayanilarak bir araya getirilen mitosporik bir fungus toplulugudur (Yoder and Christianson 1998). Bu
sebeple morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklere dayanilarak yapilan Fusarium tiirlerinin teshisi uzman
taksonomistlerce yapilsa bile her zaman giivenilir sonuglar vermemekte ve genetik olarak farkli olan
tiirler ayn tiir olarak siniflandirilabilmektedir. Bu ¢alismada da morfolojik kriterlere dayanilarak bazi
fungus izolatlarinin teshisleri mutasyonlar, kiiltiir aktarmalari, ortam kosullar1 gibi farkli sebeplerden
dolayr yapilamamistir. Ancak morfolojik 06zelliklere dayanilarak kesin teshisleri yapilamayan
izolatlarin molekiiler yontemlerle kesin olarak tiirleri belirlenebilmis ve bu izolatlarin olusturulan
dendrogramda ufak farkliliklarla beraber benzer dagilim gosterdikleri tespit edilmistir. Daha once F.
semitectum olmasindan siliphelenilen Kon-3 izolatinin Fusarium oxysporum oldugu tespit edilmistir.
Yine teshisleri tam olarak yapilamayan Km-11 ve Tok-3 izolatlar1 dendrogramda F. oxysporum
izolatlar ile birlikte dagilim gostermislerdir.

Fusarium oxysporum f.sp. ciceris iilkemizde ve diinyadaki nohut ekim alanlarinda goériilen 6nemli bir
hastaliktir. Nohutun en 6nemli kok patojeni olarak kabul edilen F. oxysporum izolatlar1 bu ¢aligma ile
tic farkli gruba ayrilmis ve incelenen primerlerden bazilarinin bu izolat populasyonlarindaki genetik
varyasyonun ortaya konulmasi i¢in oldukg¢a faydali bilgiler sagladigi goriilmiistiir. RAPD analizi ile
gerek gruplar arasinda gerekse gruplar igerisinde yiiksek bir polimorfizim oldugu tespit edilmistir.
Ayrica Fusarium oxysporum izolatlar1 RAPD analizi ile kesin olarak diger nohut kok patojenlerinden
ayrilabilmistir. Tek bir vejetatif uyum grup igerisinde yiiksek bir genetik benzerlik paylasmalarina
ragmen Fusarium oxysporum f.sp. ciceris igerisinde farkli irklarin bulunmasi bu izolatlarin birbirinin
klonu olabilecegini veya ortak bir soydan gelmis olabileceklerini gostermektedir (Leslie 1993,
Jimenez-Gasco et al. 2001). Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in rklarinin serolojik ve elektroforetik
degiskenligini inceleyen Desai et al. (1992) bu irklarin yakin bir antijenik iliski gosterdigini ve ortak
bir isoenzim igerigini paylastiklarini, Perez-Artes et al. (1995) ise mitokondrial DNA’ in RFLP
analizinde ayni restriksiyon profilini gosterdiklerini ifade etmislerdir. Jimenez-Gasco et al. (2002)
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in EFla (Elongation factor), B-tubulin, histone 3, actin ve
calmodulin gen sekanslarinin ayni olmasindan dolay1r bu patojenin monofiletik orijinli oldugunu
belirtmiglerdir. Zamani et al. (2004) nohutta vaskiiler solgunluga sebep olan F. oxysporum’ un 15
izolatin1 vejetatif uyum, patojenisite ve RAPD analizi bakimindan karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda
patojenisite ve vejetatif uyum testi ile bu izolatlar1 ii¢ farkli gruba ayirmislardir. Oniki primer
kullanarak yaptiklart RAPD analizinde ise Fusarium oxysporum izolatlar1 arasinda yiiksek bir genetik
varyasyonun oldugunu tespit etmislerdir. Ancak RAPD analizi ile elde edilen dagilim ve diger iki
analiz arasinda herhangi bir iliski bulamamislardir. Fusarium oxysporum izolatlarini koloni biiyikligi,
enzim aktivitesi ve RAPD analizi ile karsilastiran Motallebi et al. (2002) yiiksek virulenslige sahip
izolatlarin ayn1 enzim aktivitesine ve daha biiylik kolonilere sahip oldugunu bildirmislerdir. RAPD
analizi ile de yiiksek virulenslige sahip izolatlar diisiik virulenslikteki izolatlardan ayri1 olarak
gruplandirilmistir. Meksika’ nin farkli bolgelerinden elde edilen 41 Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
izolatint RAPD analizi ile inceleyen Luna-Paez et al. (2003) Dice’ in benzerlik katsayisini kullanarak
yaptiklar1 UPGMA analizi ile bu 41 izolati1 7 farkli gruba ayirmuslardir. Kelly ef al. (1994)
bliytikliikleri 17- 20 bp arasinda degisen ii¢ primer ile gerceklestirdigi RAPD analizi ile 63 Fusarium
oxysporum t.sp. ciceris ve 11 farkli fungus izolatini birbirinden ayirmiglardir. Elde edilen RAPD verisi
ile yapilan UPGMA analizi ile Fusarium oxysporum f.sp. ciceris izolatlarini sararma ve solgunluk
sendromuna sebep olmalarma gore iki farkli gruba ayirmiglardir. Bunun yani sira F. oxysporum ve
F'. solani izolatlar1 arasindaki benzerlik oraninin % 11-18 arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Tiim diinyada nohutlarda hastaliga sebep olan bu patojenlerle miicadele yontemi olarak dayanikli nohut
cesitlerinin gelistirilmesi onerilmektedir. Ancak patojenlerin genetik yapisinda goriilen mutasyon ve
rekombinasyonlar dayaniklilikta kirilmalara sebep olmaktadir. Ayrica dayanikliligin bolgesel olarak




degiskenlik gostermesi nedeniyle 1slah materyallerinin farkli {iretim bolgelerinde test edilmesi
gerekmektedir. Bu molekiiler tekniklerle patojenlerdeki populasyon genetiginin incelenerek bdlgelere
gore intra ve interspesifik varyasyonun tespit edilmesi; farkli genetik yapiya sahip patojenlerin farkli
tiretim bolgelerine girmesinin engellenmesi ve hassas ¢esitlerin ekilerek belirli bir alanda inokulum
birikmesinin Oniine gecilmesine olanak saglayacaktir. Yapilan bu ¢alisma ile elde edilen sonuglarin
klasik yontemlerde karsilagilan problemleri elemine ederek patojenlerin direkt olarak daha hizli ve
dogu bir sekilde tespitini saglayan metotlarin gelistirilmesinde, populasyon yapisindaki degisikliklerin
incelenerek bolgelere gore dayanikl gesitlerin belirlenmesinde ve bdylelikle hastaliklara karsi entegre
miicadele yoOntemlerinin daha etkili olarak uygulanmasinda arastirmacilara faydali olacagi
distiniilmektedir.
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VII. Ekler
a) Mali Bilango ve Agiklamalar
Proje toplami: 27.214 YTL
Harcanan: 24.546 YTL
Kalan: 2.668 YTL
27,214,222,000
b) Makine ve Techizat alim1 yapilmamistir
c¢) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Doktora Tezi: “Nohutlarda Kok Ciirtikliigiine Sebep Olan Funguslar Arasindaki Genetik Farkliligin
Molekiiler Yontemlerle Incelenmesi” baglikli doktora tezinin RAPD kismi bu proje tarafindan
desteklenmis ve bu tez Temmuz-2006’ da kabul edilmistir.

NOT :Verilen_kesin rapor 2 niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, kesin rapor Komisyon
onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldig1 CD veya disket ile verilecektir




